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摘要 目的：本文旨在探讨动物体内水平驱动蛋白 -1在脂肪组织糖、脂代谢中的作用。方法：通过 Cre/Loxp重组系统构建脂肪组

织特异性敲除驱动蛋白 -1的小鼠模型，在生理水平观察驱动蛋白 -1表达缺陷对小鼠糖代谢、脂代谢和脂肪因子分泌的影响。结

果：与六月龄对照组小鼠相比，同月龄驱动蛋白 -1敲除小鼠的体重、脂肪组织重量和空腹血糖水平没有显著差异，但是其血清胰

岛素水平显著升高；使用葡萄糖耐量试验（GTT）和胰岛素耐量实验（ITT）对小鼠的糖代谢水平进行评估，结果显示驱动蛋白 -1敲

除小鼠表现为葡萄糖不耐受、胰岛素不耐受；进一步血清检测显示驱动蛋白 -1敲除小鼠表现为高甘油三酯血症和血清脂联素水

平降低。结论：驱动蛋白 -1在脂肪组织中参与调节糖、脂代谢过程，其表达或功能障碍是 2型糖尿病等代谢性疾病的一个重要的

发病因素。
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Functional Study of Kinesin-1 on Glucose and Lipid Metabolism
in Adipose of C57BL/6 Mouse*

Kinesin-1 is a microtubule plus-end directed motor protein, which serve as vehicles to mediate cargo

transportation in cells. In vitro studies have shown that Kinesin-1 mediates glucose transporter type 4 translocation and adiponectin

secretion in adipocytes. To investigate the possible roles of Kinesin-1 in vivo, the physiological functions of Kinesin-1 in adipose were

examined in a conditional knockout out mouse model. Adipose specific Kinesin-1 knockout mice were generated by Cre/Loxp

recombinant system. Glucose tolerance, insulin tolerance, serum lipids and adipokine levels were examined in Kinesin-1 knockout mice

as well as littermate controls. Compared with the control mice, the Kinesin-1 knockout mice had comparable body weight,

adipose tissue weight, fast blood glucose level and higher serum insulin level. Glucose tolerance test (GTT) and insulin tolerance test

(ITT) were used to evaluate the glucose metabolism level. The Kinesin-1 knockout mice showed glucose intolerance and insulin

intolerance. Serum examination further revealed that the Kinesin-1 knockout mice hadhypertriglyceridemia and decreased serum

adiponectin levels. Kinesin-1 is involved in the glucose and lipid metabolism in adipose tissue, its expressional or functional

defect is an important risk factor for metabolic diseases such as type 2 diabetes mellitus.
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前言

随着人们生活方式的改变和人口老龄化，肥胖和 2型糖尿

病已成为危害人类健康和生活质量的主要疾病[1]。脂肪组织不

仅是一个被动的储能器官，还是一个调节机体内分泌、能量代

谢和炎症的内分泌器官[2]。驱动蛋白介导的胞内运输系统障碍

能够影响细胞正常功能和疾病病理生理过程[3,4]。目前，有关驱

动蛋白的研究主要集中于神经细胞[5]和肿瘤的发生发展[6]，人们

对于其在脂肪细胞中的功能认识还较为有限[7-11]。驱动蛋白 -1

是驱动蛋白超家族中的一种，其保守性很高，在各个组织中普

遍表达。体外研究表明，驱动蛋白 -1参与调控葡萄糖转运子 4

（glucose transporter 4, GLUT4）细胞膜转位[8,12]和脂联素分泌[11]。

在 3T3-L1脂肪细胞中，驱动蛋白 -1能够与包含 GLUT4的小

泡结合，其突变体能够阻断胰岛素介导的 GLUT4从胞内向细

4043· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.17 NO.21 JUL.2017

图 1各组小鼠体重及脂肪组织湿重比较

Fig.1 Comparison of the body weight and adipose tissue weight between two groups

Note: s-WAT: subcutaneous white adipsoe tissue; v-WAT: visceral white adipose tissue; BAT: brown adipose tissue; Data are expressed as means± SD

胞膜的转位[8,12]。此外，脂联素与 GLUT4在 3T3-L1脂肪细胞中

充分共定位，共享囊泡转运途径，沉默（或过表达）驱动蛋白 -1

的重链能够显著抑制（或增强）脂联素的分泌，但不影响瘦素的

分泌水平[11]。GLUT4和脂联素在机体糖代谢和脂代谢中发挥

重要作用[13-16]。已有的体外研究结果提示，驱动蛋白 -1极有可

能通过调控 GLUT4细胞膜转位和脂联素分泌，在生物体糖、脂

代谢中发挥重要作用，然而尚缺乏体内研究的直接证据。本研

究通过构建条件性基因敲除小鼠模型，在动物体内水平探讨驱

动蛋白 -1在脂肪组织中的生理功能。通过本研究，将有助于我

们深入了解脂肪组织正常生理功能的调控机理，为代谢相关疾

病的预防和治疗提供新的理论依据和思路。

1 材料与方法

1.1 材料

Kif5b fl/fl小鼠由香港大学黄建东教授馈赠；脂肪组织特异性

表达 转基因小鼠购自美国 The Jackson Labo-

ratory公司；小鼠饲养正常饲料（12.8%脂肪，21.6%蛋白质，

65.6%碳水化合物）购自北京华阜康公司；血糖仪和试纸购自美

国强生公司；血清甘油三酯、总胆固醇、高密度脂蛋白、低密度

脂蛋白检测试剂盒购于南京建成生物工程研究所；血清胰岛

素、脂联素、瘦素、抵抗素和肿瘤坏死因子 -琢的 ELISA检测剂

盒分别购于 ALPCO 公司、Millipore 公司和 Raybiotech 公司；

重组人胰岛素购自美国 Eli Lilly公司。

1.2 方法

1.2.1 小鼠饲养 小鼠饲养于具有恒定环境温度的 12小时光

/暗循环房间中，自由饮食，每周对小鼠体重进行称量。所有动

物护理和实验方案由国家老年医学中心和北京老年医学研究

所的机构动物护理和使用委员会批准。

1.2.2 实验分组 本研究以驱动蛋白 -1的重链基因 Kif5b作

为靶基因，通过将 Kif5b fl/fl小鼠和 Kif5b+/+:aP2 (Fabp4)-Cre 小鼠
交配，培养出 Kif5b fl/+:aP2 (Fabp4)-Cre 子一代小鼠，Kif5b fl/+:aP2

(Fabp4)-Cre 小鼠进一步与 Kif5b fl/fl小鼠交配。交配子二代 Kif5bfl/

fl:aP2 (Fabp4)-Cre 小鼠作为实验组，同窝 Kif5b fl/fl小鼠作为对照

组，每组各 10只 6月龄小鼠。

1.2.3 葡萄糖耐受实验 小鼠禁食 16小时，自由饮水，腹腔内

注射浓度为 2 mg/g 体重的葡萄糖。葡萄糖注射之前和

15，30，60和 120分钟后立即鼠尾取血，通过葡萄糖试纸监测

血糖水平。

1.2.4 胰岛素耐受实验 小鼠禁食 5小时，自由饮水，腹腔内

注射浓度为 0.75单位 /kg体重的重组人胰岛素。胰岛素注射之

前和 15，30，60和 120分钟后立即鼠尾取血，通过葡萄糖试纸

监测血糖水平。

1.2.5 血清指标检测 小鼠禁食禁水 12小时，采用心脏穿刺

法切开胸壁，用注射针刺入心脏取血。全血放入促凝管中静置

30分钟到 2小时，1500-3000转离心 5-15分钟，取上清液储存

于 -80℃冰箱备用。血清甘油三酯、总胆固醇、高密度脂蛋白、低

密度脂蛋白、胰岛素、脂联素、瘦素、抵抗素和肿瘤坏死因子 -琢
水平通过市售试剂盒检测，实验严格按照产品说明书操作。

1.3 统计学分析

实验数据表示为均值± 标准差（x依s），使用 SPSS（version

17.0）分析数据，通过 Student's t检验来比较两组间差异，以

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组小鼠体重和脂肪组织湿重情况的比较

饲养 6个月以内，驱动蛋白 -1敲除组和对照组小鼠的体

重没有显著差异（P>0.05，图 1A）。虽然敲除组小鼠的皮下白色

脂肪和内脏白色脂肪的平均湿重均略高于对照组小鼠，棕色脂

肪组织的平均湿重略低于对照组小鼠，但是均不存在显著性差

异（P值均大于 0.05，图 1B）。这些结果表明，脂肪组织中敲除

驱动蛋白 -1不影响体内脂肪组织的重量。

2.2 脂肪组织中敲除驱动蛋白 -1对小鼠糖代谢的影响

敲除组小鼠的空腹血糖略高于对照组小鼠，但是它们之间

不存在显著差异（P=0.10），见表 1。敲除组小鼠的空腹血清胰岛

素水平是对照组小鼠的 1.87倍（P<0.05），见表 3。与对照组小

鼠比较，敲除组小鼠表现为葡萄糖不耐受和胰岛素不耐受。葡

萄糖耐受实验结果显示（见表 1），敲除组小鼠腹腔注射 2 mg/g

体重葡萄糖后 30分钟和 60分钟的血糖水平显著高于对照组

（P<0.05）。虽然注射 2小时以后，敲除组小鼠的血糖浓度回落

到与对照组小鼠相同水平，但是敲除组小鼠的曲线下面积是对

照组小鼠的 1.31倍（P<0.05，图 2）。胰岛素耐受实验结果显示

（见表 2），腹腔注射胰岛素 15分钟后，敲除组和对照组小鼠的

血糖水平均下降，不存在显著差异（P>0.05）。注射 30分钟后，
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Parameter Groups
Glucose tolerance test (IpGTT)

0 min 15 min 30 min 60 min 120 min

Glucose

（mmol/L）

Control 4.74± 0.60 18.02± 2.62 14.16± 1.76 8.54± 1.51 6.16± 0.93

Knockout 5.88± 0.67 22.2± 1.80 17.70± 2.61 10.68± 1.28 7.7± 0.44

P value 0.10 0.05 0.03 0.04 0.05

图 2各组小鼠糖耐量试验曲线下面积比较

Fig.2 Comparison of the areas under the curve (AUC) of glucose tolerance

test between two groups

Note: Data are expressed as means± SD, n=10. *P< 0.05, compared with

control group

表 1两组小鼠在葡萄糖耐受试验中血糖水平变化情况 (x依s, n = 10)
Table 1 Comparisons of blood glucose levels between two groups during glucose tolerance test

表 2两组小鼠在胰岛素耐受试验中的血糖水平变化情况 (x依s, n = 10)
Table 2 Comparisons of blood glucose levels between two groups during insulin tolerance test

Parameter Groups
Insulin tolerance test（IpITT）

0 min 15 min 30 min 60 min 120 min

Glucose

（mmol/L）

Control 6.3± 0.14 4.25± 0.41 3.47± 0.35 2.53± 0.57 3.57± 0.27

Knockout 6.58± 0.32 4.65± 0.74 4.1± 0.50 3.47± 0.51 4.65± 0.90

P value 0.10 0.31 0.04 0.02 0.03

敲除组小鼠的血糖水平显著高于对照组小鼠（P<0.05）。注射 60

分钟后，敲除组和对照组小鼠的血糖水平均降到最低值，但是

敲除组小鼠的血糖水平比对照组小鼠高 37%（P<0.05）。胰岛素

注射 120分钟后，敲除组和对照组小鼠的血糖浓度均开始回

升，但是敲除组小鼠的血糖水平仍比对照组小鼠高 30%（P<0.05）。

2.3脂肪组织中敲除驱动蛋白 -1对小鼠脂代谢的影响

小鼠血清脂质谱分析显示，敲除组小鼠的血清甘油三脂水

平比对照组小鼠高 41.38%（P<0.05）。敲除组小鼠的血清总胆固

醇水平较对照组小鼠略高，但是不存在显著差异。敲除组小鼠

的血清高密度脂蛋白和低密度脂蛋白水平与对照组均没有显

著差异（P>0.05）。见表 3。

2.4 脂肪组织中敲除驱动蛋白 -1对小鼠血清脂肪因子水平的

影响

与对照组小鼠血清脂肪因子谱比较显示，敲除组小鼠的血

清脂联素水平比对照组低 31.67%（P<0.05）。敲除组小鼠的血清

瘦素水平略高于对照组小鼠，但是不存在统计学差异。血清抵

抗素和肿瘤坏死因子 -琢的浓度在两组小鼠中均不存在显著差
异（P>0.05）。见表 4。

3 讨论

本研究通过构建条件性基因敲除小鼠模型，首次动物体内

水平探讨了驱动蛋白 -1在脂肪组织中的生理功能。与同窝对

照组小鼠比较，驱动蛋白 -1敲除小鼠表现为葡萄糖不耐受、胰

岛素敏感性下降、血清脂联素水平降低和高甘油三酯血症。

驱动蛋白 -1是细胞内沿微管运动的一种马达蛋白，它参

与调控细胞内的物质运输。已有细胞模型研究表明，在 3T3-L1

脂肪细胞中，驱动蛋白 -1与 GLUT4部分共定位，是介导胰岛

素刺激下 GLUT4向细胞膜转位的一种马达蛋白 [8]。然而在

C2C12肌肉细胞中，驱动蛋白 -1的突变体并不能影响胰岛素

刺激下的 GLUT4细胞膜转位[16]。这些结果表明，GLUT4在脂

肪细胞和肌肉细胞中的调控途径不尽相同。葡萄糖转运蛋白 4

（GLUT4）是胰岛素调节的葡萄糖转运蛋白，其主要表达于脂肪

组织和横纹肌（骨骼和心脏）中[17]。大多数的 GLUT4储存于胞

内囊泡内，在胰岛素的刺激下，GLUT4由胞浆转位到细胞膜从

而在葡萄糖的吸收利用中起着至关重要的作用[13,14]。本研究发

现，脂肪组织特异性敲除驱动蛋白 -1的小鼠和已报道的脂肪

组织敲除 GLUT4小鼠[17]葡萄糖不耐受程度相当。脂肪组织中

驱动蛋白 -1表达缺失导致 GLUT4细胞膜转位受阻，最终影响

糖代谢过程，导致小鼠血糖升高、葡萄糖不耐受和胰岛素不耐

受，这与已报到的体外研究结果一致[8]驱动蛋白 -1在肌肉细胞

中是否参与 GLUT4的细胞膜转位有待进一步体内水平检验，

可以通过将 Kif5bfl/fl小鼠和MCK-Cre小鼠[18]交配构建肌肉组

织敲除驱动蛋白 -1小鼠，通过分析突变小鼠的病理生理表型

来评估驱动蛋白 -1在肌肉糖代谢中的作用。

脂肪组织可以分泌脂肪因子以调节局部和系统代谢稳态
[2]。在胰岛 茁细胞系（MIN6和 INS-1）为模型的研究中发现，驱

动蛋白 -1负责胰岛素分泌小泡由靠近细胞核的储备位点向质

膜内侧的待释放位点的长距离运输，在葡萄糖刺激下的胰岛素

后期持续性释放中起作用[19,20]。本课题组前期研究发现，在小鼠

茁细胞内特异性敲除驱动蛋白 -1导致小鼠血浆胰岛素水平降

低，血糖升高，在体内证明了驱动蛋白 -1在胰岛素分泌过程中

的重要作用[21]。本研究进一步探讨了脂肪组织中敲除驱动蛋白
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表 4两组小鼠血清中脂联素、瘦素、抵抗素和肿瘤坏死因子 -琢的含量 (x依s, n = 10)
Table 4 Comparisons of serum adiponectin, leptin, resistin and tumor necrosis factor-琢 (TNF-琢) levels between two groups

Parameter Control Knockout P value

Adiponectin（滋g/mL） 8.21± 1.75 5.61± 1.16 0.01

Leptin（ng/mL） 1.18± 0.82 2.03± 1.57 0.14

Resistin（ng/mL） 63.96± 14.07 58.88± 17.29 0.51

TNF-琢（pg/mL） 138.73± 22.48 107.04± 32.73 0.28

Parameter Control Knockout P value

Insulin（ng/ml） 0.30± 0.06 0.56± 0.12 0.04

Triglycerides（mmol/L） 0.58± 0.10 0.82± 0.18 0.02

Total cholesterol（mmol/L） 1.65± 0.16 1.91± 0.23 0.15

HDL cholesterol（mmol/L） 1.08± 0.10 0.99± 0.19 0.46

LDL cholesterol（mmol/L） 0.87± 0.38 1.08± 0.44 0.51

表 3两组小鼠血清中胰岛素、甘油三酯、总胆固醇、高密度脂蛋白和低密度脂蛋白的含量 (x依s, n = 10)
Table 3 Comparisons of serum insulin, triglycerides, total cholesterol, high-density lipoprotein cholesterol, low-density lipoprotein cholesterol levels

between two groups

-1是否可以影响脂肪因子的分泌，从而进一步影响胰岛素敏感

性。我们前期研究发现，在 3T3-L1脂肪细胞中，驱动蛋白 -1与

脂联素共定位，能够介导脂联素的分泌[11]。本研究发现，脂肪组

织中驱动蛋白 -1表达缺失影响小鼠脂联素的分泌，但不影响

瘦素、抵抗素和肿瘤坏死因子 -琢的血清水平，表明驱动蛋白 -1

在脂肪组织中介导脂联素的分泌的功能具有特异性，这与已报

到的体外研究结果一致[11]。脂联素作为一种多肽激素，具有改

善胰岛素抵抗、抗动脉粥样硬化、降血糖和降血脂等作用，是一

种潜在的治疗代谢疾病的新药靶[15,16]。此外，已有报道表明，脂

肪组织敲除脂联素的小鼠表现为胰岛素抵抗和动脉内膜形成
[22]。本研究发现驱动蛋白 -1敲除小鼠表现为胰岛素抵抗和高甘

油三酯血症，这与脂肪组织敲除脂联素的小鼠表型一致，表明

驱动蛋白 -1敲除小鼠的糖脂代谢异常与脂联素分泌降低密切

相关。

综上所述，本研究在体内证实驱动蛋白 -1在脂肪组织中通

过调控 GLUT4的细胞膜转位和脂联素的分泌来参与调节糖脂

代谢过程，其表达或功能障碍是 2型糖尿病等代谢疾病的一个

重要的发病因素。已有研究表明，KIF5B基因多态性与定期运动

条件性心搏量的改变具有相关性[25]。因此，有必要进一步研究

KIF5B基因多态性是否与人类肥胖和代谢疾病具有相关性。
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胞凋亡[20,9]。可见组蛋白甲基转移酶家族介导的 E2F1的甲基化

修饰也在 E2F1的活性调控中起着重要的作用。那么是否还有

其它类型的组蛋白甲基化酶可以甲基化 E2F1呢? 同时是否还

有甲基化酶是通过甲基化 E2F1来参与癌症的发生与发展呢?

在本文研究中，我们成功纯化了 E2F1蛋白，并通过已报道对

E2F1有甲基化作用的 SET7/9，成功构建 E2F1体外甲基化体

系，为后面筛选更多新的 E2F1甲基化转移酶打下基础。
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